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略語一覧 
本文中および図表中に、以下の略語を用いた。 
AGRP Agouti-related protein 
ASIP Agouti Signaling protein gene 
α-MSH Alpha-melanocyte Stimulating hormone 
BCA Bicinchoninic acid 
BSA Bovine Serum albumin 
cAMP Cyclic adenosine monophosphate 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
CD Control diet 
Cer Ceramide 
Cer S Ceramide Synthase 
FBS Fetal bovine Serum 
GalCer Galactosylceramide 
GlcCer Glucosylceramide 
GlcCer S GlucoSylceramide Synthase 
HFD High fat diet 
IPGTT Intraperitoneal glucose tolerance test 
IPITT Intraperitoneal inSulin tolerance test 
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IR Insulin receptor 
LacCer Lactosylceramide 
LC-MS/MS Liquid Chromatographic mass Spectrometry 
MCR Melanocortin receptor 
MC4R Melanocortin 4 receptor 
MCH Melanin-concentrating hormone 
MRM Multiple reaction monitoring 
NPY Neuropeptide Y 
POMC Proopiomelanocortin 
SM Sphingomyeline 
SPG Sialyl paragloboSide 
Std. Standard 
TLC Thin-Layer Chromatography 
TSQ Triple Stage quadrupole 
UDP Uridine diphosphate glucose 
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緒論 
 
 肥満は、脂肪細胞に過剰な脂質が蓄積した状態であり 1)、複数の遺伝的要因に加齢
や過食・高脂肪食・運動不足・ストレスなどの環境因子に加え、様々な危険因子が複
合的に作用することで、生活習慣病の一つである糖尿病へと発展する。なかでも、2
型糖尿病は、我が国の糖尿病の 95％以上を占める代表的な生活習慣病の 1 つであり、
環境因子と遺伝的要因が相互に作用し合い発症する多因子性の遺伝性疾患である 2)。
また、インスリン抵抗性のため、インスリン分泌障害により細胞に糖を正常に取り込
めず、慢性的な高血糖に陥る疾患であり、この状態の放置は、腎臓病、網膜症、下肢
の壊死を引き起こす末梢神経障害など、重篤な合併症を発症しやすくする。すなわち、
「肥満の放置」は生活習慣病を悪化させるため、健康の天敵とも言える。 
スフィンゴ脂質は、スフィンゴ塩基であるスフィンゴシンやジヒドロスフィンゴシ
ンを基本骨格に持つ脂質の総称である 3)。そのなかでも、スフィンゴ糖脂質は、スフ
ィンゴシンと脂肪酸からなるセラミド（Cer）にグルコース、ガラクトース、N-アセチ
ルガラクトサミン、N-アセチルグルコサミン、シアル酸などの糖や硫酸基が付加した
分子であり、主に細胞膜外層に発現している 4) 5)。また、糖鎖部分の構造の多様性（糖
の種類・数・結合様式）によって様々な構造が存在し、現在までにスフィンゴ糖脂質
は 100 種を超える多様な構造体が報告されており、ガラクトシルセラミド（GalCer）
やラクトシルセラミド（LacCer）に、どの糖が付加するかによりその先の構造の運命
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が決まる（Fig. 1）。なかでも、一つもしくは複数のシアル酸を糖鎖部分に持つスフィ
ンゴ糖脂質を総称して、ガングリオシドと呼ぶ。ガングリオシドは神経組織からはじ
めて単離されたが、ほぼ全ての臓器に存在しており、また細胞や組織において特徴的
な発現特異性を示すことから、細胞の特異的機能に深く関与していることが判明しつ
つある 6)（Fig. 1）。 
スフィンゴ糖脂質の構成は、疎水性の脂質部分である Cer と親水性の糖鎖から成っ
ている。Cerは、恒常的に生成されるスフィンゴ糖脂質およびスフィンゴ脂質の前駆体
である 7) 8)。セリンとパルミトイル CoAが縮合し、3-ケトスフィンガニンを生成し、そ
の後、Cer 合成酵素（CerS）により Cer が合成される。CerS は 6 種類あり、アシル鎖
の合成に関与している。例えば、CerS2 のヘテロノックアウトマウスは、長鎖アシル
鎖の合成が減少し、代償的に C16:0 Cerが増加し、重篤な肝障害を起こすという報告
9)や、CerS 6 ノックアウトマウスは、高脂肪食負荷によるインスリン抵抗性を起こし
にくいという報告 10) がある。 
一連の Cer 合成は小胞体で行われ 11) 12)、合成された Cer は、ゴルジ複合体膜の内腔
側でホルファチジルコリンのホスホコリン基、小胞体で UDP-グルコースのグルコース、
UDP-ガラクトースのガラクトースが転移されることによって、それぞれ、スフィンゴ
ミエリン（SM）、グルコシルセラミド（GlcCer）、GalCerが合成される。これらが他の
複合スフィンゴ脂質の前駆物質として利用される。このように、Cerは恒常的に生成さ
れ、様々なスフィンゴ糖脂質およびスフィンゴ脂質の骨格分子として重要である 7) 8)。 
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これまで、脂肪組織の慢性炎症状態が、全身のインスリン抵抗性を引き起こすこと
が見いだされ、脂肪組織の病態生理が注目されているが 13)、当研究室では、エンドト
キシンによってマクロファージから産生されるサイトカインである TNF-αの刺激によ
って 14) 15) 16) 17)、肥満に伴う慢性炎症状態を模倣して、インスリン抵抗性を誘導した
3T3-L1 脂肪細胞において、GM3合成酵素遺伝子の発現亢進により、ガングリオシドの
1 つである GM3 の合成量が増加することを見いだしている 18)。さらに増加した GM3
とインスリン受容体間の静電的相互作用によって、シグナル伝達の場であるカベオラ
からインスリン受容体が解離し、下流のシグナル伝達が阻害されるという、新しいイ
ンスリン抵抗性発症機構の存在を示している（Fig. 2）4) 5) 20) 21)。加えて、肥満及び糖
尿病モデル動物（ob/ob マウス、Zucker fa/fa ラット）の副睾丸脂肪組織で GM3 が著
しく増加することや 17) 19) 20) 21) 22)、GM3合成酵素遺伝子ノックアウトマウスは高脂肪食
負荷で誘導されるインスリン抵抗性に耐性を示すことから 7) 23) 、動物個体レベルでも
インスリン抵抗性にスフィンゴ糖脂質変化が関与していることが示唆されている。脂
肪組織以外のインスリン感受性組織である肝臓や筋肉は、脂肪組織と異なるスフィン
ゴ糖脂質組成であるが、インスリン抵抗性にスフィンゴ糖脂質が関与していることを
示唆する研究や 4) 5) 22) 23) 、肝臓と骨格筋のインスリン抵抗性発症にセラミド量の増加
が関連するという研究が報告されている 25)。 
以上の事を含め、スフィンゴ糖脂質の発現が糖尿病時の脂肪組織で増加すること、
その発現分子種が各組織で異なることが分かっているが、脂肪組織以外で、糖尿病発
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症時にどのように変化するかははっきりしておらず、少なくとも、糖尿病時、「糖尿病
時、脂肪組織ではスフィンゴ糖脂質に変化があること」が分かっている。更に、これ
らの解析は、前述した肥満・糖尿病モデル動物の脂肪組織で分かっていることであり、
糖尿病発症過程（初期）におけるスフィンゴ糖脂質変化は明らかになっておらず、す
なわち、糖尿病になったからスフィンゴ糖脂質が変化するのか、スフィンゴ糖脂質が
変化したから糖尿病になるのか、詳細なメカニズムは明らかになっていない。  
したがって、スフィンゴ糖脂質の発現量変化と糖尿病の発症との関連を明らかにし、
スフィンゴ糖脂質の発現を制御できれば、新たな糖尿病治療戦略となりうる。しかし
ながら、各報告にて、用いられている動物の違い、肥満・インスリン抵抗性惹起法の
違い、スフィンゴ糖脂質解析法、スフィンゴ糖脂質分子種解析対象の違いがあり、肥
満時・インスリン抵抗性発症時の各組織におけるスフィンゴ糖脂質発現変化の全体像
は、いまだ不明な点が多い。そこで当研究室では、スフィンゴ糖脂質の機能解明に加
え、スフィンゴ糖脂質合成に関与する糖転移酵素の特異的阻害剤の開発および新たな
スフィンゴ糖脂質発現制御法の開発を目指している。今回、各インスリン感受性組織
のスフィンゴ糖脂質が質的・量的に肥満・糖尿病発症時にどのように変化し、病態と
どのような関係性があるか明らかにすることを目的に実験を行った。本研究では、環
境因子（生活習慣の不良）と遺伝的要因に視点を置き、各原因因子の複合的作用によ
って、肥満・糖尿病を発症するモデルマウスにおいてインスリン標的臓器および血清
中のスフィンゴ糖脂質の構造および発現量変化について、肥満発症の初期段階に焦点
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を絞って検討した。 
本実験では、生活習慣病を模倣した、脂肪過剰摂取により肥満を誘発させた高脂肪
食餌誘発性肥満モデルマウスと、遺伝的要因により肥満・糖尿病を発症する 2 型糖尿
病モデルマウスを用いた。 
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本論 
第一章 高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスを用いたスフィンゴ
糖脂質の発現および構造の変化について 
第一節 序論 
 
 肥満は、様々な疾患を引き起こすことが知られているが、肥満が元で続発する生活
習慣病は重複したメタボリックシンドロームとも密接な関係にある。 
近年、GM3合成酵素遺伝子ノックアウトマウスは、高脂肪食負荷で誘導されるイン
スリン抵抗性に耐性を示す 24)など、動物個体レベルでもインスリン抵抗性にスフィン
ゴ糖脂質変化の関与を示唆する報告がされてきていることから、肥満・糖尿病発症過
程におけるスフィンゴ糖脂質の変化を調べることは重要であるといえる。 
第一章では、生活習慣病を模倣した脂肪過剰摂取による、肥満・糖尿病の初期段階
のインスリン感受性組織および血清のスフィンゴ糖脂質の変化について検討すること
を目的に、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスを用いて実験を行った。 
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第二節 高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウス 
 
本実験には、C57BL/6 系雄性マウス（日本エスエルシー株式会社）を用いた。室温
22 ± 2 ℃、湿度 55 ± 10 %。明暗サイクル 12時間の一定条件下で飼育した。 
8週齢から、コントロール飼料として CE-2（日本エスエルシー株式会社）、高脂肪食
飼料として D12492（（RESEARCH DIET）60 % (kcal %) fat）をそれぞれ与えた。 
10 週間後、断頭によって安楽死させたのち、血液、肝臓、下肢の骨格筋（以下、筋
肉と記す）、精巣上体脂肪組織（以下、脂肪組織と記す）、膵臓を採取した。血液は、
室温に 1時間置いたのち、4 ℃で一晩静置した。その後、遠心分離（1500 × g, 4 ℃, 20
分）によって血清を得た。 
今回の動物実験は、東北薬科大学動物センターの「東北薬科大学 動物実験規定」に
したがって行われたものである。 
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第三節 実験方法 
1. 空腹時血糖値の測定 
 
10 週間、コントロール飼料または高脂肪食飼料をそれぞれの与えたマウスの空腹時
血糖値を、ACCU-CHECK○R Aviva を用いて測定した。ACCU-CHECK○R Aviva は、グル
コースデヒドロゲナーゼ酵素電極法による血糖値測定機である 26）。測定を行う前は、
16時間以上絶食させた。 
 
2. 非絶食時血糖値の測定 
 
10 週間、コントロール飼料または高脂肪食飼料それぞれの餌を与えたマウスの非絶
食時血糖値を、ACCU-CHECK○R Avivaを用いて測定した。 
 
3. グルコース（ブドウ糖）負荷試験 
 
10 週間、コントロール飼料または高脂肪食飼料それぞれの餌を与えたマウスを 12
時間絶食させた。グルコース（2 g/kg）を腹腔内投与し、投与後各時間の血糖値を、
ACCU-CHECK○R Aviva を用いて測定した。 
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4. インスリン負荷試験 
 
10 週間、コントロール飼料または高脂肪食飼料それぞれの餌を与えたマウスを 2 時
間絶食させた。インスリン（0.6 U/kg）の腹腔内投与を行い、投与後の血糖値を、
ACCU-CHECK○R Aviva を用いて測定した。 
 
5. 総脂質抽出 
 
細刻した各臓器、血清は凍結乾燥し、乾燥後、ミクロスパーテルを用いて粉砕した。
粉砕したサンプルに対し、クロロホルム / メタノール = 1 : 1 を加え、水浴超音波装置
でソニケーションし、沈殿物を攪拌後、40 ℃で 1時間加温した。加温後、358 × g で
15分間遠心分離し上清みを回収後、残りの沈殿物にクロロホルム / メタノール = 1 : 2
を加え、水浴超音波装置でソニケーションし、同条件で加温後、遠心分離を行った。
この上清を、上述に記載した一回目の上清と全て合わせ、エバポレーターを用いて溶
媒を蒸発乾固させ、総脂質抽出物とした。 
 
6. 陰イオン交換クロマトグラフィーによる脂質の分画 
 
 総脂質抽出物を酸性脂質及び中性脂質に分離するため、DEAE-Sephadex A-25を用い
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てイオン交換クロマトグラフィーを行った。総脂質溶出物を、クロロホルム / メタノ
ール / 水 = 30 : 60 : 8 溶液に溶解し、カラムに加え溶出した。その後、カラムの 5倍
量のクロロホルム / メタノール / 水 = 30 : 60 : 8 溶液で中性脂質を溶出し、回収した。
続けてカラムに、クロロホルム / メタノール / 1M 酢酸ナトリウム水溶液 = 30 : 60 : 8
溶液を樹脂の 5 倍量加え、酸性脂質を溶出した。それぞれの画分の溶液を窒素乾固し
た。 
 
7. アルカリメタノリシス 
 
グリセロ脂質分解のため、窒素乾固した各脂質画分に、0.1 N水酸化ナトリウムメタ
ノール溶液を加え、水浴超音波装置でソニケーションし、40 ℃で 2 時間加温した。そ
の際、30 分毎に水浴超音波装置を用いて攪拌を行った。その後、1N 塩酸メタノール
溶液で中和した。 
 
8. 脱塩 
 
アルカリメタノリシス後、中和したサンプルに等量の 50 mM 塩化ナトリウム水溶液
を加え 2倍希釈し、SEP-Pak C-18カートリッジに流した。その後、精製水を流し脱塩
した。メタノール、クロロホルム / メタノール = 1 : 1 をそれぞれ用いて、脂質を溶出
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し、溶出液を合わせてエバポレーターを用いて蒸発乾固した。乾固させたサンプルを、
少量のクロロホルム / メタノール = 1 : 1 で再溶解し、マイクロチューブに完全に移し
窒素乾固して、TLC 用のサンプルとした。 
 
9. タンパク質の定量 
 
総脂質抽出後の沈殿物を窒素乾固し、完全に有機溶媒を除いた後、1N水酸化ナトリ
ウム水溶液を加え、沈殿物が完全に溶解するまで 40 ℃で加温した。その後、BCA 法
で、サンプルのタンパク質濃度の測定を行った。タンパク質量は、サンプルを溶かし
た 1N水酸化ナトリウム水溶液の体積と、測定したサンプルのタンパク質濃度を用いて
計算した。このタンパク質量を基準に TLC を行った。 
 
 
10. 薄層クロマトグラフィーTLCによるスフィンゴ糖脂質解析 
 
薄層クロマトグラフィーは、吸着クロマトグラフィーの一つで、物質を単離・精製
する方法である。まず、クロロホルム / メタノール = 1 : 1 に溶解させた酸性および中
性の脂質を、TLC 用シリカゲルプレートにスポットし、デシケーターで約 30分間乾燥
させた後に展開した。酸性脂質はクロロホルム / メタノール / 0.2 % 塩化カルシウム
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水溶液 = 55 : 45 : 10、中性脂質はクロロホルム / メタノール / 水 = 60 : 25 : 4 の溶媒
でそれぞれ展開した。展開後、オルシノール硫酸液を TLC 用シリカゲルプレート全体
に噴霧し、約 120 ℃で加熱してスフィンゴ糖脂質を検出した。シリカゲルプレートに
は、極性の高いシリカゲルがコーティングされており、極性の高い水溶性の試料は、
シリカゲルとよく相互作用するが、反対に、極性が低い脂溶性の試料はシリカゲルと
の相互作用が弱いため、極性の高い試料に比べて遅く移動し、TLC の上部に分離され
る。すなわち、脂質構造の性質の変化が起こると、TLC 上の移動度の変化に反映され
ることがある。 
 
11. LC-MS/MS分析用スフィンゴ糖脂質の調整 
 
 各臓器から上述の総脂質抽出を行い、乾燥させた後、アルカリメタノリシスを行っ
た。中和後、2倍量の 50 mM 塩化ナトリウム溶液を加えた。そこに、Bond Elute C18 
Powderを加え、30分間振とうした。振とう後のサンプル溶液を、ガラスウールを詰め
たパスツールピペットに流し、ミニカラムを作製した。その後 Milli Q 水、50 %メタノ
ールで塩を除去し、メタノール、クロロホルム / メタノール = 1 : 1 で脂質を溶出した。
溶出したガラス遠心管に回収し、窒素乾固して、LC-MS/MS 解析用のサンプルとした。 
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12. 液体クロマトグラフィーエレクトロスプレータンデム質量分析
（LC-MS/MS）法による GlcCerの分子種解析 
 
GlcCer の分子種解析は、Thermo Scientific 社の TSQ Vantage システムを用いた
LC-MS/MS 法で行った。条件は参考論文 27)に従い、MRM ポジティブイオンモードで、
GlcCer各分子種を検出・定量した。 
 
13. HepG2細胞の培養方法 
 
 10 % FBS 含有 DMEM（Low Glucose、ペニシリン（100 unit / ml） / ストレプトマイ
シン（100 μg / ml））を用いて、HepG2細胞をコンフルエントになるまで培養した。コ
ンフルエントに達した細胞を、BSA結合型パルミチン酸（0.5 mM）で 4日間処理した。
コントロールとして、BSA を処理した。4 日間処理後、スクレーパーを用いて細胞を
ガラスチューブに回収し、358 × g で 15分間遠心分離し上清みを回収後、脂質解析用
のサンプルとした。 
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第四節 C57BL/6 マウスに高脂肪食を 10週間与えた影響 
 
高脂肪食を 10週間与えた C57BL/6 マウスの体重変動、空腹時血糖値、非絶食時血糖
値を測定した。また、腹腔内投与グルコース負荷試験およびインスリン負荷試験を行
った。その結果を以下に示す。 
 
 体重 
C57BL/6 系雄性マウスに、コントロール飼料または高脂肪食飼料をそれぞれ 10週間
摂取させ、各群の体重測定を毎週行った（Fig. 3-a）。その結果、コントロール飼料群に
比べて、高脂肪食群の体重は、高脂肪食開始 1 週目から増加傾向を示した。各食摂取
開始後 10週間後の平均体重は、コントロール飼料群、高脂肪食群でそれぞれ 30.3±0.33 
g、38.7±3.22 gとなり、高脂肪食群の体重は約 40 gに至った。このため、高脂肪食群
を肥満とみなしスフィンゴ脂質の解析を行った。 
 
 空腹時血糖値 
 
10週間、コントロール飼料または高脂肪食飼料を摂取させた C57BL/6 系雄性マウス
を 16時間以上絶食させ、各群の空腹時血糖値の測定を行った（Fig. 3-b）。その結果、
各食摂取開始から 10週間後の平均空腹時血糖値はコントロール飼料群、高脂肪食群で
それぞれ 85.3±13.3 mg/dL、95.3±18.0 mg/dLとなり、大きな差は確認されなかった。
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これは、高脂肪食群が糖尿病初期状態であったため、コントロール飼料群と測定値に
大きな変化がなかったと考えられる。 
 
 非絶食時血糖値 
 
コントロール飼料または高脂肪食飼料を 10 週間摂取させた後、各群の非絶食時血糖
値の測定を行った（Fig. 3-c）。その結果、各食摂取開始から 10週間後の平均非絶食時
血糖値は、コントロール群、高脂肪食群それぞれ 158±25 mg/dL、171±31 mg/dLとな
り、大きな差は確認されなかった。これは、高脂肪食群が糖尿病初期状態であったた
め、コントロール飼料群と測定値に大きな変化がなかったと考えられる。 
 
 グルコース負荷試験 
 
C57BL/6 系雄性マウスに、コントロール飼料または高脂肪食飼料をそれぞれ 10週間
摂取させたマウス群に、グルコースの腹腔内注射を行い、グルコース負荷試験を行っ
た（Fig. 3-d）。その結果、コントロール飼料群の血糖値はグルコース投与から約 15分
後に 351±77 mg/dL に上昇、その後、時間経過と共に低下し、グルコース投与から約
120 分後に正常値に戻った。高脂肪食群は、約 30 分後に、414±58 mg/dL にまで上昇
し、グルコース投与から約 60分後でも、389±23 mg/dLと高い値を維持し、その後、
低下した。しかし、グルコース投与から約 120 分後においても、高脂肪食群はコント
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ロール飼料群より高い血糖値を示した。したがって、高脂肪食を 10週間摂取させたマ
ウスの耐糖能は低下していることが示された。 
 
 インスリン負荷試験 
 
C57BL/6 系雄性マウスに、10 週間、コントロール飼料または高脂肪食飼料をそれぞ
れ摂取させた後、各群にインスリンの腹腔内注射を行い、インスリン負荷試験を行っ
た（Fig. 3-e）。その結果、インスリン腹腔内投与後の血糖値の降下率はほぼ同等であり、
インスリンの感受性に大きな影響は出ていなかった。これらの結果から、10 週間高脂
肪食を与えた高脂肪食群が、前糖尿病段階であったと示唆される。 
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第五節 TLC を用いた高脂肪食負荷マウスのインスリン感受性
組織におけるスフィンゴ糖脂質変化 
 
10週間、高脂肪食を与えた C57BL/6 系雄性マウスの各インスリン感受性組織および
血清のスフィンゴ脂質の TLC 解析を行った。その結果を以下に示す。 
 
 肝臓 
 
肝臓において、発現がみられた酸性スフィンゴ糖脂質は GM3、GM2（Fig. 4-a）、中
性スフィンゴ糖脂質は GlcCer、Gb4であった（Fig. 4-b）。高脂肪食群肝臓の GM3、GM2、
GlcCer の発現量は、コントロール飼料群に比べて多い傾向にあった。また、両マウス
間で Gb4の発現量に大きな差はなった。 
GM2の TLC 上での移動度は、コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群で明らかに
低い傾向にあった（Fig. 4-c）。 
今回、高脂肪食群とコントロール飼料群において、GM3のバンドより、さらに上部
に位置するバンドの出現が確認できた（Fig.4-a, ▲）。このバンドが、どのような分子
種であるか、今後、LC-MS/MSを用いて特定する必要がある。 
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 血清 
 
血清中において、発現がみられた酸性スフィンゴ糖脂質は GM2（Fig. 5-a）、中性ス
フィンゴ糖脂質は GlcCer、Gb4であった（Fig. 5-b）。高脂肪食群の GM2、GlcCerの発
現量は、コントロール飼料群に比べて多い傾向にあり、一方で Gb4 の発現量に大きな
差は確認されなかった。 
また、コントロール飼料群に比べ、高脂肪食群血清中の GM2 の TLC 上での移動度
は低い傾向にあった（Fig. 5-c）。 
 
 筋肉 
 
筋肉において、発現がみられた酸性スフィンゴ糖脂質は GM3（Fig. 6-a）、中性スフ
ィンゴ糖脂質は GlcCer、Gb3、Gb4であった（Fig. 6-b）。コントロール飼料群に比べて
GM3、Gb3、Gb4 の発現量は、高脂肪食群で増加傾向にあった。高脂肪食群の GlcCer
の発現は定かではないことから、LC-MS/MS を用いて解析を行った（Fig. 12-c）。 
また、コントロール飼料群に比べて、TLC上で確認された高脂肪食群に発現したGM3
の TLC 上での移動度は低い傾向にあった（Fig. 6-c）。 
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 脂肪組織 
 
脂肪組織において、発現がみられた酸性スフィンゴ糖脂質は GM3（Fig. 7-a）、中性
スフィンゴ糖脂質は GlcCer、Gb4 であった（Fig. 7-b）。コントロール飼料群に比べて
GM3、Gb4 の発現量は高脂肪食群で減少傾向にあった。一方で、GlcCer の発現量はコ
ントロール飼料群に比べて、高脂肪食群で増加傾向にあった。 
また、コントロール群に比べて、高脂肪食群の脂肪組織に発現した GM3 の TLC 上
での移動度は低い傾向にあった（Fig. 7-c）。 
 
 膵臓（膵体頭部・膵体尾部） 
 
膵臓においては、膵体頭部（Fig. 8）と膵体尾部（Fig. 9）に分けてスフィンゴ糖脂質
の解析を行った。 
膵体頭部において、発現がみられた酸性スフィンゴ糖脂質は GM3、GM1、中性スフ
ィンゴ糖脂質は GlcCer、LacCer、Gb3、Gb4、スフィンゴ脂質の SM であった（Fig. 8-a, 
b）。GM3、GlcCer の発現量はコントロール飼料群に比べて、高脂肪食群で増加傾向に
あった。一方で、Gb4 の発現量は、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群でそれぞ
れ増加傾向、LacCer と SM の発現量は、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群で減
少傾向にあり、GM1の発現量に大きな変化は確認されなかった。 
膵体尾部において、発現がみられた酸性スフィンゴ糖脂質は GM3、GM1、中性スフ
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ィンゴ糖脂質は GlcCer、スフィンゴ脂質の SM であった（Fig. 9-a,b）。コントロール飼
料群と高脂肪食群に発現したGM1、GlcCerの発現量に大きな変化は確認されなかった。
一方で、コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群の GM3、SM の発現量は少ない傾
向にあった。 
膵臓の膵体頭部および膵体尾部では、共通して発現した酸性スフィンンゴ糖脂質の
GM1の移動度は、コントロール飼料群に比べては低い傾向にあった（Fig. 8-c）が、膵
体尾部に発現した GM1の TLC 上での移動度には変化が確認されなかった（Fig. 9-c）。 
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第六節 LC-MS/MSによるスフィンゴ糖脂質のアシル鎖の 
構造解析 
 
高脂肪食負荷によって、インスリン感受性組織のスフィンゴ糖脂質は TLC上で移動
度に変化が生じたことから、高脂肪食負荷によるスフィンゴ糖脂質の Cer 部分の構造
変化が予想された（Fig. 10）。これまでに、当研究室では、進行した肥満・糖尿病患者
の血清を対象に、LC-MS/MSを用いたスフィンゴ糖脂質の構造解析を行っている。そ
の結果によると、GM3の Cer構造中のアシル鎖について、進行した肥満・糖尿病時に
は、炭素数 18以上極長鎖アシル鎖の 2位が水酸化修飾された分子種が増加することが
分かっている 27)。そこで、より初期の肥満・糖尿病発症期において、スフィンゴ糖脂
質のアシル鎖にどのような構造変化が現れるのか、高脂肪食を 10週間負荷させたマウ
スを用いて解析を試みた。実際に、LC-MS/MSを用いて、肝臓、血清、筋肉、脂肪組
織の各組織において、TLC上で移動度が低下した酸性スフィンゴ糖脂質の共通の前駆
体にあたる GlcCerの Cer部分の構造解析を行った（Fig. 10）。d18:1のスフィンゴシ
ンを持つ GlcCer中のアシル鎖について、鎖長 2位の水酸化修飾（h18:0、h24:0など）
と、二重結合の導入（18:1、24:1など）に注目して構造解析を行った。 
その臓器ごとの解析結果を以下に示す。 
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 肝臓 
 
LC-MS/MS を用いて、肝臓の GlcCer 中のアシル鎖の構造解析を行った結果、高脂
肪食群で増加が見られた分子種は、16:0、16:1、18:0、20:0、22:0であった（Fig. 11-a）。
この、初期の肥満・糖尿病発症期のマウス肝臓で、特に極長鎖脂肪酸 22:0 の分子種が
増加する結果は、進行した肥満・糖尿病患者の血清で見られた Cer 構造の変化とよく
類似していた 27)。 
 
 血清 
 
LC-MS/MS を用いて、血清の GlcCer 中のアシル鎖の構造解析を行った結果、高脂
肪食群で増加が見られた分子種は、16:0、16:1、18:0、20:0、22:0、23:0、24:0、24:1
であった（Fig. 11-b）。これまで、肥満・糖尿病患者の血清には、GM3の増加が報告
されている 27)。今回、高脂肪食群に発現した GlcCer と、肥満・糖尿病患者の血清に
発現した GM3 中のアシル鎖の構造解析の結果を比較した結果、共通して存在が確認
された分子種は、16:0、16:1、h16:1、18:1、h18:0、20:0、20:1、h20:0、21:0、21:1、
h21:0、22:0、22:1、h22:0、23:0、h23:0、24:0、h24:0、24:1、h24:1 であった（Fig. 
11-b）27)。また、マウスの血清で得られた構造変化や分子種の分布パターン（Fig. 11-b）
は、肝臓で見られたパターン（Fig. 11-a）とほぼ一致した。 
今回用いた、前糖尿病段階のマウスの血清（Fig. 11-b）と、糖尿病ヒト血清 27)で、
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共通して増加傾向が見られた分子種は 20:0、22:0、24:0、24:1であった。 
 
 筋肉 
 
 LC-MS/MSを用いて、筋肉のGlcCer中のアシル鎖の構造解析を行った結果、16 ~ 25
の炭素数のアシル鎖を持った分子種が検出された（Fig. 11-c）。全体的に、ほとんどの
分子種が、コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群で減少する傾向にあり、水酸化
した分子種、二重結合を持つ分子種も共に減少していた。 
 
 脂肪組織 
 
 LC-MS/MS を用いて、脂肪組織の GlcCer 中のアシル鎖の構造解析を行った結果、
検出されたほとんどの分子種が、高脂肪食群で増加する傾向にあった（Fig. 11-d）。水
酸化した分子種については 16:0、18:0、20:0、21:0、22:0 の長さのアシル鎖に、水酸
化修飾された分子種が検出され、高脂肪食群で増加傾向を示した。また、二重結合を
持つ分子種についても 16:1、18:1、20:1、21:1、22:1 の分子種が、高脂肪食群で増加
傾向を示した。 
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第七節 LC-MS/MSによる GlcCer総量の相対定量 
 
TLCによるスフィンゴ糖脂質の発現量の解析では、定量的な解析ができなかったた
め、LC-MS/MS を用いて発現量の相対定量を行った。その結果、肝臓（Fig. 12-a）、
血清（Fig. 12-b）、脂肪組織（Fig. 12-d）の GlcCerの発現量は、コントロール飼料群
に比べて、高脂肪食群の方が多い傾向にあった。一方で、筋肉の GlcCer の発現量は、
コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群の方が少ない傾向にあった（Fig. 12-c）。 
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第八節 パルミチン酸処理による HepG2 細胞のスフィンゴ 
糖脂質変化 
 
パルミチン酸は、細胞レベルでインスリン抵抗性を起こす代表的な飽和脂肪酸であ
る。今回、パルミチン酸を用いて、高脂肪食を模倣した条件で培養した HepG2細胞を
使用し、in vitro においても高脂肪食群の肝臓組織と同様に、TLC 上のスフィンゴ糖
脂質の移動度が低下するかどうか確認した。「第一章 三節 実験方法」に記したように、
パルミチン酸処理あり、またはなしの条件で培養した HepG2細胞のスフィンゴ糖脂質
解析を行った。HepG2 細胞で発現が見られた酸性スフィンゴ糖脂質はGM3、SPG（Fig. 
13-a, d）、中性スフィンゴ糖脂質は GlcCer、LacCer、Gb3、スフィンゴ脂質の SMで
あった（Fig. 13-b）。 
また、パルミチン酸処理で、パルミチン酸処理なしの条件に比べてありの条件で SPG、
GlcCer の発現が増加傾向にあったが、GM3、LacCer、Gb3、SM の発現に大きな変
化は確認されなかった（Fig. Fig. 13）。 
移動度の差の変化を比較した結果、TLC 上で確認された GM3 の移動度は、パルミ
チン酸処理なしの条件に比べて、ありの条件でやや低い傾向を示した（Fig. 13-c）。GM3
の発現量が定かではないため、今後、高脂肪食群で発現の増加傾向が見られた GM3、
コントロール飼料群に比べて高脂肪食群でバンドの移動度の差が低い傾向にあった
GM2 と併せて、LC-MS/MS による解析が必要である。一方、パルミチン酸処理によ
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って、SPGの移動度に大きな変化は確認されなかった（Fig. 13-d）。 
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第九節 考察 
 
第一章では、高脂肪食過剰摂取によって誘発された肥満・糖尿病の初期段階のスフ
ィンゴ糖脂質の変化を調べることを目的に、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスのイ
ンスリン感受性組織および血清のスフィンゴ糖脂質の解析を行った。 
今回使用した高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスは、高脂肪食摂取開始 10週目に体
重が約 40 gに達したこと（Fig. 3-a）、グルコース負荷試験時、コントロール飼料群に
比べて、高脂肪食群の血糖値の最大値が高いこと、下がり幅が緩やかで耐糖能が低下
していること（Fig. 3-d）から、前糖尿病段階であることが考えられる。その段階にお
ける、LC-MS/MSを用いた解析結果から、高脂肪食群の筋肉以外のインスリン感受性
組織に発現する中性スフィンゴ糖脂質GlcCer量が増加する傾向が見られた（Fig. 12）。
肥満に伴って肝臓、血清、脂肪組織では、GlcCerの発現量が増加した一方で、筋肉で
は減少したことから、肥満時（前糖尿病時）のスフィンゴ糖脂質の量は、それぞれの
臓器に特徴的な変動を示すことが分かった。 
TLC による HepG2 細胞のスフィンゴ糖脂質の解析においては、パルミチン酸処理
によってHepG2細胞の SPG、GlcCerが増加傾向を示した（Fig. 11-a, b, d）。また、
HepG2細胞では、炎症性サイトカインによるスフィンゴ糖脂質の発現量変化は確認さ
れなかった（data not shown）。GlcCerは、L-セリンとパルミチン酸（炭素鎖 16）か
ら合成されるパルミトイル CoAから成る Cerを基に、GlcCer合成酵素（GlcCer S）
によって合成される。このため、高脂肪食負荷による、肝臓での GlcCerの増加の原因
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の一つは、高脂肪食餌中に多く含まれる飽和脂肪酸のパルミチン酸の過剰な供給であ
ることが考えられる。 
当研究室では、肥満糖尿病モデル動物（ob/ob マウス、Zucker fa/fa ラット）の脂
肪組織では、顕著に GM3 の発現が上昇するという結果を得ており、インスリン抵抗
性に GM3 の発現上昇が関与している可能性を示している（Fig. 2）4) 5)。今回用いた
前糖尿病段階のマウスの脂肪組織（Fig. 7-a, b）では、これまでの報告 4) 5)と異なり、
脂肪組織の GM3 の発現量の増加は確認できなかったが、スフィンゴ糖脂質のアシル
鎖の変化が確認された。今回、高脂肪食群の脂肪組織で GM3 の発現量の増加が確認
できなかったのは、前糖尿病段階であったためであると考えられる。肥満から糖尿病
発症の過程で、まず初めに、スフィンゴ糖脂質の Cer部分のアシル鎖構造変化が起き、
その後、中性・酸性スフィンゴ糖脂質の「量的増加」が起こる可能性が考えられる。 
高脂肪食群の肝臓（Fig. 4-c）、血清（Fig. 5-c）では GM2、筋肉（Fig. 6-c）、脂肪組
織（Fig. 7-c）では GM3、膵体頭部（Fig. 8-c）では GM1の TLC上での移動度が、普
通食群に比べて低い傾向にあった。この TLC上での酸性スフィンゴ糖脂質の移動度低
下は、LC-MS/MSによる GlcCerの解析の結果（Fig. 11）から、短いアシル鎖、水酸
化したアシル鎖、不飽和アシル鎖を持った分子種の増加が原因と考えられる。また、
スフィンゴ糖脂質は、Cer に糖の段階的な酵素付加によって多様な分子が生合成され
る。その後、GlcCer、LacCerを経て、各シリーズへと生合成される（Fig. 1）。今回、
高脂肪食によって TLC 上での移動度が変化した酸性スフィンゴ糖脂質はガングリオ
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シリーズに属しており、GlcCer を前駆体として生合成される。今回、LC-MS/MS に
よるスフィンゴ糖脂質の解析で、高脂肪食負荷によって、短鎖、水酸化もしくは二重
結合を有するアシル鎖を含んだ GlcCer分子種の増加が確認されたが、酸性スフィンゴ
糖脂質は、GlcCerから合成されるため、同様のアシル鎖変化が起こっていると考えら
れる。これが TLC上での移動度変化の原因であると考えられるが、今後、各酸性スフ
ィンゴ糖脂質の LC-MS/MSによる詳細な構造解析・定量が必要である。水酸基や二重
結合を持つスフィンゴ糖脂質分子種の生合成機構および機能は不明な点が多い。しか
し、水酸化された Cer の機能に関してはいくつかの示唆的報告がある。酵母において
スフィンゴ糖脂質の Cer の水酸化の変化は、膜流動性、膜タンパク質のターンオーバ
ーに影響することが報告されている 28)。また、水酸化 Cerの合成に関わる候補酵素の
ひとつ、脂肪酸 α位水酸化酵素 FA2Hのノックアウトマウスでは、加齢とともにミエ
リン鞘の変性が見られる 29)。これらのことから、今回見いだした、水酸化された Cer
を持つスフィンゴ糖脂質分子種の増加は、細胞膜の性質、膜タンパク質の機能に大き
な影響を与え、インスリンシグナルを含む様々な細胞機能変化を引き起こすことが推
測される。一方、糖尿病ヒト血清で見られた、酸性スフィンゴ糖脂質で検出されたス
フィンゴ糖脂質のアシル鎖にも、今回見いだした高脂肪食負荷マウス同様の変化が検
出されている 5)。以上のことから、肥満に伴うスフィンゴ糖脂質のアシル鎖の水酸基
や二重結合の導入は、糖尿病の増悪因子となる可能性が考えられた。 
今回、肝臓、血清、脂肪組織で見いだした、肥満に伴うもうひとつの変化は、GlcCer 
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C16:0の分子種の発現量の増加であった（Fig. 11-a, b, d）。高脂肪食負荷によって、
C16:0 Cerの合成酵素の一つである CerS6の発現量が選択的に増加することが報告さ
れており 10)、今回、各臓器で C16:0 GlcCerが増加した原因は、この CerS6の発現増
加と、CerS の基質であるパルミチン酸の供給が増加したためであると考えられる。
CerS 6ノックアウトマウスは、高脂肪食負荷によるインスリン抵抗性を起こしにくい
こと 10)や、また、CerS2のヘテロノックアウトマウスは、長鎖アシル鎖の合成が減少
し、代償的に C16:0 Cer が増加し、重篤な肝障害を起こすという報告がある 9)。以上
のことより、C16:0 の Cer からつくられる各スフィンゴ糖脂質の分子種が、インスリ
ン抵抗性の原因のひとつになっている可能性がある。更に今後は、今回見いだしたス
フィンゴ糖脂質の構造変化により、インスリンシグナルにどのような影響が見られる
かどうかを検討していき、スフィンゴ糖脂質とインスリンシグナルの関係性を明らか
にする。また、膵臓においても高脂肪食負荷によって変化が見られたことから、イン
スリン分泌能にもスフィンゴ糖脂質が関与している可能性が考えられる。上記各組織
に加え、膵臓機能とスフィンゴ糖脂質変化の関係性を明らかにすることによって、糖
尿病とスフィンゴ糖脂質の関係性の全体像が明らかになると考えられる。 
そして、今回の TLC 解析の結果から、肝臓と血清のスフィンゴ糖脂質の発現分子
種・組成比、高脂肪食負荷時の変動は、ほぼ同じであった（Fig.4）（Fig.5）。肝細胞特
異的 GlcCer Sノックアウトマウスの肝臓では、GlcCer以降のスフィンゴ糖脂質の発
現がほとんど消失するが、附随して、血清の GlcCer以降のスフィンゴ糖脂質もほとん
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ど消失することが報告されている 30)。したがって、血清のスフィンゴ糖脂質は、肝臓
から主として分泌されていると考えられる。この報告 30)は、今回の肝臓と血清の TLC
解析および LC-MS/MS によるスフィンゴ糖脂質の分子種解析から得られたマウス肝
臓と血清中のスフィンゴ糖脂質の発現分子種およびその発現変動は、相関するという
結果を支持していると考えられる。したがって、血清のスフィンゴ糖脂質を測定する
ことで、肝臓のスフィンゴ糖脂質変化を把握することができると考えられる。インス
リン抵抗性に深く関与する分子種を同定することができれば、血清中のスフィンゴ糖
脂質の測定は、糖尿病の早期診断に有用である。 
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第二章 2型糖尿病モデルマウスを用いたスフィンゴ糖脂質の 
発現について 
第一節 序論 
 
2 型糖尿病モデルマウスは、インスリン感受性増強薬の探索と、糖尿病の成因およ
び先天的素因の発症機構の解明に用いられている。KK マウスは、耐糖能異常やイン
スリン抵抗性を示す 2 型糖尿病マウスである 31)。また、KKAy マウスは、KK マウス
に肥満誘発変異である Ay（体毛色を決定する agouti locusの優性変異）を導入した合
併モデルであり、KKマウスより早期（7～8週齢）かつ重度な肥満・高血糖を発現し、
特にメスの肥満は著しく、約 8週齢に達した時点でオスの体重を上回る 32) 33)。 
例外もあるが、ほとんどの動物の場合、毛の先端から根本にかけて色が異なってお
り、南米の熱帯雨林に生息する小型の齧歯類である agoutiの毛色にちなんで、これを
「agoutiパターン」と呼ぶ。agoutiパターンは、毛の伸長に伴い、メラノサイトが黒
色メラニン（ユーメラニン）、黄色メラニン（フェオメラニン）、黒色メラニンの順に
合成され、毛の細胞にメラニン色素を提供することで生じる。KKAy マウスには、Ay
遺伝子が存在しており、常に腹部で働く遺伝子と、毛の成長（伸長）の一時期にのみ
全ての毛で働く遺伝子を併せ持っている。この 2 つの遺伝子がそれぞれ独立して働く
ため、背部側では agouti パターンを持った毛が、腹部側では黄色の単一色の色素であ
るフェオメラニンが生じて、全身が黄色いマウスになる。また、黒色・黄色メラニン
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はメラノサイトが持つ特殊な細胞小器官であるメラノソーム内で合成される。メラノ
サイトは、黒色メラニンと黄色メラニン両方を合成することができ、それぞれのメラ
ニン合成の偏りは cAMP濃度に依存しており、また、cAMPの濃度は α-メラニン細胞
刺激ホルモン（α-MSH）調節系のよって調節されている。α- MSH、MSH受容体の働
きによって、メラノサイト内部の cAMP濃度が調節され、黒色・黄色メラニン合成の
切り替えが起こる。α- MSHが MSH受容体に結合することで cAMP 合成が促進し、
黒色メラニンが合成される。一方で、KKAy マウスでは、agouti シグナルタンパク
（ASIP）がMSH受容体に結合することで cAMP合成を制御し、黄色メラニンが合成
されるため全身が黄色の毛色を持つ。 
また、Ay遺伝子は第 2染色体に位置する優性遺伝子で、肥満・高血糖の誘発、毛色
の決定、致死（Ay/Ay）などの多面性を持つ遺伝子であり、食欲を促進させる作用を持
つ。そのため、KKAy マウスは常に食べ続けるという「摂食異常行動」を示すため、
肥満を誘発する。現在、多くの摂食抑制ペプチドが報告されているが 34) 35) 36)、レプチ
ンは、視床下部に作用して摂食抑制と熱酸性増加作用によって全身の脂肪蓄積を抑制
するペプチドホルモンである 37) 38) 39) 40)。体内エネルギーが過多の場合、末梢の脂肪組
織から体重減少、過食症状の改善、脂肪量低下作用を持つレプチンが分泌され、プロ
オピオメラノコルチン（POMC）、α-MSH、メラノコルチン受容体ファミリーの 4 番
目の受容体であるメラノコルチン受容体 4（MC4R）41) 42) 43)の順に伝達される。主に
MC4Rは、皮質、視床、視床下部、脳幹、脊髄の中枢神経に広く分布し、そのmRNA
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の発現は特に海馬、腹内側核、室傍核、扁桃体、迷走神経背側核に豊富である 44)。ま
た、MC4R ノックアウトマウスの表現型は過食、肥満、高インスリン血症、高血糖を
起こす 45)など、肥満に関与する受容体の一つである。レプチンは脳内にも到達し、間
脳視床下部弓状核にある摂食行動制御ニューロンに働きかける。摂食行動制御ニュー
ロンは主に 2 種類あり、一つは食欲制御ペプチドである α-MSH を分泌し、もう一つ
は食欲刺激ペプチドである神経ペプチド Y（NPY）と agouti関連タンパク質（AGRP）
を分泌する。レプチンは、これらのニューロンに働きかけ α-MSH の分泌量を上昇さ
せ、一方で、AGRP の分泌量を減少させる。その結果、MC4R の周囲は MSHに比べ
て AGRPが少なくなり、増えた α-MSHがMC4Rに結合し、これが摂食行動の制御を
増強する 46)。脂肪細胞が縮小し、脂肪細胞からのレプチン分泌量が減少する体内エネ
ルギーが低下した場合では、少量のレプチンが間脳視床下部弓状核の摂食行動制御ニ
ューロンに結合し、α-MSH の分泌量を減少させ、エネルギー過多状態とは反対に、
AGRPの分泌量を増加させる。その結果、MC4Rの周囲は α-MSHに比べて AGRPが
多くなり、AGRPがMC4Rに結合することで摂食行動が誘起される。しかし、KKAy
マウスの視床下部内では、AGRPのホモログである agoutiが常に、過剰に生産されて
いる。この agoutiタンパクが、AGRPの代わりにMCRに結合し摂食行動を促進する。
その結果、体内のエネルギー状態に関係なく摂食行動を引き起こすため、KKAy マウ
スでは過食になり肥満を示す 34) 44)。 
これまで、肥満・糖尿病とスフィンゴ糖脂質に関連した報告がいくつか挙げられて
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いるが、なかでも、肥満糖尿病モデル動物（ob/ob マウス、Zucker fa/fa ラット）の
脂肪組織で、GM3が著しく増加するという報告 17) 19) 20) 21) 22)があることから、肥満・
糖尿病によって引き起こされるスフィンゴ糖脂質の変化を調べることは重要であると
いえる。 
第二章では、若齢期の肥満・糖尿病の糖尿病の重篤度に附随したインスリン感受性
組織および血清のスフィンゴ糖脂質の変化を比較することを目的に、2 型糖尿病の重
篤度（進行度）の異なるモデルマウスの KKマウスおよび KKAyマウス用いて実験を
行った。 
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第二節 2 型糖尿病モデルマウス 
 
本実験には、2型糖尿病モデルマウスである KK雄性マウス（日本クレア株式会社）
と KKAy雄性マウス（日本クレア株式会社）を用いた。室温 22 ± 2 ℃、湿度 55 ± 10 %。
明暗サイクル 12 時間の一定条件下で飼育した。餌は CE-2（日本エスエルシー株式会
社）を与えた。 
8 週齢に達した時点で、断頭によって安楽死させたのち、血液、肝臓、下肢の骨格
筋（以下、筋肉と記す）、精巣上体脂肪組織（以下、脂肪組織と記す）、膵臓を採取し
た。血液は、室温に 1時間置いたのち、4 ℃で一晩静置した。その後、遠心分離（1500 
× g, 4 ℃, 20分）によって血清を得た。 
今回の動物実験は、東北薬科大学動物センターの「東北薬科大学 動物実験規定」に
したがって行ったものである。 
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第三節 実験方法 
1. 非絶食時血糖値の測定 
 
8週間、CE-2（日本エスエルシー株式会社）を与えた KKマウスおよび KKAyマウ
スの非絶食時血糖値を、ACCU-CHECK○RAviva を用いて測定した。 
 
2. 総脂質抽出 
 
「第一章 高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスを用いたスフィンゴ糖脂質の発現お
よび構造の変化 ― 5. 総脂質抽出」と同様の方法で行った。 
 
3. 陰イオン交換クロマトグラフィーによる脂質の分画 
 
「第一章 高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスを用いたスフィンゴ糖脂質の発現お
よび構造の変化 ― 6. 陰イオン交換クロマトグラフィーによる脂質の分画」と同様の
方法で行った。 
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4. アルカリメタノリシス 
 
「第一章 高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスを用いたスフィンゴ糖脂質の発現お
よび構造の変化 ― 7. アルカリメタノリシス」と同様の方法で行った。 
 
5. 脱塩 
 
「第一章 高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスを用いたスフィンゴ糖脂質の発現お
よび構造の変化 ― 8. 脱塩」と同様の方法で行った。 
 
6. タンパク質の定量 
 
「第一章 高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスを用いたスフィンゴ糖脂質の発現お
よび構造の変化 ― 9. タンパク質の定量」と同様の方法で行った。 
 
7. TLCによるスフィンゴ糖脂質解析 
 
「第一章 高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスを用いたスフィンゴ糖脂質の発現お
よび構造の変化 ― 10. TLCによるスフィンゴ糖脂質解析」と同様の方法で行った。 
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第四節 2 型糖尿病モデルマウス KKマウス・KKAy マウスの 
体重および血糖値変化 
 
8 週齢に達した 2 型糖尿病モデル（雄性）の KK マウスおよび KKAy マウスの体重
変動、非絶食時血糖値を測定した。その結果を以下に示す。 
 
 体重 
 
KKマウス、KKAyマウスに普通食での飼育を行い、8週齢時にそれぞれの体重測定
を行った。体重は KK マウス、KKAy マウスでそれぞれ 32.5±1.00 g、42.6±1.93 g
となり、その差は 10 g 以上に至った（date not shown）。このことから、同じ 2型糖
尿病モデルマウスでも、肥満の進行速度には差があることが確認でき、両者共に若齢
期の肥満とみなし、スフィンゴ脂質の解析を行った。 
 
 非絶食時血糖値 
 
2型糖尿病モデルマウスに普通食での飼育を行い、8週齢時の非絶食時血糖値を測定
した。その結果、KKマウス、KKAyマウスの非絶食血糖値はそれぞれ、173±8.0 mg/dL、
391±48 mg/dLとなり、200 mg/dL以上の差がついた（date not shown）。このこと
から、8 週齢という短期間でも、両者共に糖尿病症状を示しているが、糖尿病の進行
49 
 
速度に差が現れているため、非絶食時血糖値の測定値に大きな差が現れたと考えられ
る。 
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第五節 TLC を用いた 2 型糖尿病モデルマウスのインスリン感
受性組織におけるスフィンゴ糖脂質変化 
 
8 週齢に達した 2 型糖尿病モデル（雄性）の KK マウスおよび KKAy マウスの、各
インスリン感受性組織および血清のスフィンゴ脂質の TLC解析を行った。その結果を
以下に示す。 
 
 肝臓 
 
肝臓において発現が見られた酸性スフィンゴ糖脂質は GM2（Fig.14-a）、中性スフ
ィンゴ糖脂質は GlcCer、Gb4 であった（Fig. 14-b）。GM2、GlcCer、Gb4 の発現量
に大きな差は確認されなかった。 
 
 血清 
 
血清において発現が見られた酸性スフィンゴ糖脂質は GM2（Fig.15-a）、中性スフ
ィンゴ脂質の SM であった（Fig.15-b, ★）。KKAy マウスの GM2 の発現量は KK マ
ウスに比べて減少傾向にあり、一方で、KKAy マウスの SM の発現量は、KK マウス
に比べて増加傾向であった。今回、血清で確認された SM（Fig.15-b ★）は、その分
子種が定かではないため、LC-MS/MSを用いた解析を行い、今後、分子種を特定する。 
また、血清において TLC上に発現した酸性スフィンゴ糖脂質の分布が不均一な結果
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が得られたが、これは TLCのテーリングによるものと考えられる。今回、テーリング
が起こった原因として、展開槽の飽和不足や、高湿度によりシリカゲルアルミプレー
トの含水量が高かったことが考えられる。今後、LC-MS/MS解析に加え、再検討する
必要がある。 
 
 筋肉 
 
筋肉で見られた酸性スフィンゴ糖脂質は GM3（Fig.16-a）、中性スフィンゴ糖脂質
は GlcCer、Gb4であった（Fig.16-b）。KKAyマウスの GM3、GlcCer、Gb4の発現量
は、KKマウスに比べて増加傾向にあった。 
また、KKAy マウスでは、KK マウスでほとんど検出できなかった GM2 と GM1
（Fig.16-a）、サルファチドの SM4（Fig.16-a ●）が検出された。今回、KK マウス
で確認されたサルファチドの SM4（Fig.16-a ●）は、その分子種が定かではないため、
今後、LC-MS/MS を用いた解析を行い、分子種を特定する必要があると考えられた。 
 
 脂肪組織 
 
脂肪組織で見られた酸性スフィンゴ糖脂質は GM3、GM2、GM1（Fig.17-a）、中性
スフィンゴ糖脂質は GlcCer、Gb3であった（Fig.17-b）。KKAyマウスの GM3、GM1、
GlcCerの発現量は、KKマウスに比べて増加傾向にあった。一方で、GM2の発現は、
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KKマウスに比べて KKAyマウスで減少傾向にあった。KKマウスにおいて GM2、Gb3
の発現がわずかに確認できるが、KKAy マウスではその発現が明確ではないため、比
較は困難である。そのため、今後、LC-MS/MSを用いた解析を行い、分子種を特定す
る必要があると考えられた。GM3の更に正確な発現量の比較を行い、糖尿病との関連
を追及していく。 
 
 膵臓（全体） 
 
膵臓（全体）で見られた酸性スフィンゴ糖脂質は GM3、GM1（Fig.18-a）、中性ス
フィンゴ糖脂質は GlcCer、LacCer、Gb3、Gb4、スフィンゴ脂質の SM であった
（Fig.18-b, ★）。KKAyマウス膵臓の GM3、GlcCer、LacCer、Gb3、Gb4、SMの発
現量は、KKマウスに比べて増加傾向にあった。一方で GM1の発現量に大きな変化は
確認されなかった。 
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第六節 考察 
 
第二章では、遺伝的要因に基づいた肥満・糖尿病の初期段階のスフィンゴ糖脂質の
変化を調べることを目的に、2 型糖尿病モデルマウスのインスリン感受性組織および
血清のスフィンゴ糖脂質の解析を行った。 
今回使用した 2 型糖尿病モデルマウス KK マウス、KKAy マウスは、普通食での飼
育を行った。その結果、8週齢時の体重が両マウス共に 30 g以上、第一章で示した普
通食群マウスの 8週齢時の体重（20～25 g）に対して 10 g以上の増加を示した。また、
両マウス共に非絶食時血糖値が 200 mg/dL以上であり、第一章で示した高脂肪食を 10
週間負荷させた高脂肪食群マウス（171±31 mg/dL）より高い血糖値を示した（date not 
shown）。このことから、若齢期から糖尿病状態であることが考えられる。この体重と
非絶食時血糖値の 2 つの結果から、今回の実験に用いた 2 型糖尿病モデルマウスは共
に肥満・高血糖症状を示していた。8 週齢では KKAy マウスの体重および血糖値は、
KKマウスを上回っていることが示された。このことから、糖尿病の重症度は KKマウ
スに比べて KKAy マウスの方が重篤であることが確認できた。また、8 週齢という短
期間では KKAy マウスの体重および血糖値は、KK マウスを上回っていることが示さ
れた。このことから、糖尿病の重症度は KKマウスに比べて KKAyマウスの方が重篤
であることが確認できた。 
各臓器の考察を以下に示す。 
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 2型糖尿病モデルマウス － 肝臓 
 
8 週齢の 2 型糖尿病モデルマウス肝臓のスフィンゴ糖脂質の解析を行ったが、両マ
ウスに発現したスフィンゴ糖脂質の発現量に大きな差が確認されなかった（Fig.14）。
このことから、今回検討した若齢期の 2 型糖尿病モデルマウス肝臓に発現したスフィ
ンゴ糖脂質の発現量に対して、糖尿病の重篤度は影響を与えていないことが考えられ
る。しかし、正確な発現量の比較は定かではないため、今後、LC-MS/MSによる分析
が必要である。 
 
 2型糖尿病モデルマウス － 血清 
 
8週齢の 2型糖尿病モデルマウス血清のスフィンゴ糖脂質の解析において、KKマウ
ス血清に比べて、KKAy マウス血清の SMは増加傾向を示した（Fig.15, ★）。このこ
とから、糖尿病の重篤度の悪化に伴い、SMが増加することが考えられる。 
 
 2型糖尿病モデルマウス － 筋肉 
 
8週齢のKKマウスとKKAyマウス筋肉のスフィンゴ糖脂質の解析において、GM3、
GlcCer、Gb4の発現が確認でき、その量は KKマウスに比べて KKAyマウスの方が多
い傾向にあった（Fig.16）。特に、KK マウスより肥満・糖尿病の重篤度の高い KKAy
マウスにおいて GM3、GlcCer が明らかに増加傾向を示していることから、これらの
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スフィンゴ糖脂質は糖尿病に至った結果、はっきりした増加が確認できたと考えられ
る。今後、正確な発現量の比較のために LC-MS/MSによる解析が必要であると考えら
れる。また、KKAyマウス筋肉に見られた GM3、GM1、そして GM3の上部に検出さ
れたサルファチドの SM4（Fig.16-a, ●）においても明らかな増加傾向を示していた。
今後、更に LC-MS/MSによる解析を行い、分子種の特定と糖尿病との関連を追及して
いく必要があると考えられる。 
 
 2型糖尿病モデルマウス － 脂肪組織 
 
8 週齢時の KK マウスと KKAy マウスの脂肪組織のスフィンゴ糖脂質の解析結果で
確認できた酸性スフィンゴ糖脂質は GM3であり、その発現量は、KKマウスに比べて
KKAy マウスの方が多い傾向にあるが、正確な発現量は定かではない。東城らは、10
週齢の KKマウスと KKAyマウスの脂肪組織のスフィンゴ糖脂質の解析を行い、両マ
ウスの脂肪組織に発現が確認された酸性スフィンゴ糖脂質 GM3、GM2、GM1、GD1a
の発現量は、いずれも KKマウスに比べて KKAyマウス方が多いという結果を示して
いる 47)。今回の結果（Fig.17）と、この報告 47)から、脂肪組織で発現した GM3は、8
週齢時で両マウス共に発現しており、KK マウスに比べて KKAy マウス方が多い傾向
を示しているが、10 週齢時になるにつれ、両マウスの GM3 の発現増加および、KK
マウスに比べて KKAy マウスでの更なる GM3 の増加傾向を示すことが予想された。
今回の結果（Fig.17）は、当研究室の、肥満糖尿病モデル動物（ob/ob マウス、Zucker 
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fa/faラット）の脂肪組織において、顕著に GM3の発現が増加するという報告 2) 5)と同
様であったといえる。マクロファージの浸潤の増加に伴って、GM2と GM1は 8週齢
時から 10週齢時にかけて増加し、10週齢時の GM2と GM1の発現量は KKマウスに
比べて KKAy マウスの方が多くなることが予想される。これらの結果（Fig.17）と他
報告 47)から、KKマウスと KKAyマウスの脂肪組織に発現するスフィンゴ糖脂質は、
週齢を重ねるごとに発現量が増加していく傾向にあることが予想された。また、GM3、
GM2、Gb3の発現が確認できることから（Fig.17-a）、GM3と併せて、LC-MS/MSを
用いた分析を行い、正確な分子種の確定および発現量の比較を行うことで、糖尿病と
の関連を明確にすることが必要であると考えられる。 
 
 2型糖尿病モデルマウス － 膵臓（全体） 
 
 2型糖尿病モデルマウスの膵臓（全体）のスフィンゴ糖脂質の解析にあたり、KK
マウスに比べて KKAy マウスの中性スフィンゴ糖脂質は最も顕著な増加傾向を示した
（Fig.18-b）。これまで、膵臓に発現する GM3 の役割は報告されていないが、KKAy
マウスの膵臓では、アポトーシス初期においてGM3の発現が増加する報告があり 48)、
両マウス共に GM3 が発現したことから、膵臓にアポトーシスが起こっていることが
考えられる（Fig.18-a）。また、今回の 2型糖尿病モデルマウス膵臓のスフィンゴ糖脂
質の解析では、KKマウスに比べて KKAyマウスの GM3（Fig.18-a）、SMの発現は増
加傾向にあるが（Fig.18-b, ★）、正確な発現量は定かではないため、今後、LC-MS/MS
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による解析を行い、糖尿病との関連を追及していく必要があると考えられる。 
 
 2型糖尿病モデルマウス － インスリン感受性組織および血清 
 
今回、比較的穏やかに糖尿病症状を発現する KK マウスと、早期かつダイナミック
に糖尿病症状を発現する、KKAy マウスという糖尿病モデルマウス系統を用いた。両
マウス共に、確実に肥満・糖尿病症状を示すが、その肥満・糖尿病発症速度は異なる。
そのため、今回行った 2型糖尿病モデルマウスの KKと KKAyを用いたインスリン感
受性組織および血清のスフィンゴ糖脂質の解析は、2 型糖尿病の重篤度に伴ったスト
レス状況の違いによるスフィンゴ糖脂質の代謝変化を比較したと言える。 
筋肉（Fig.16）、脂肪組織（Fig.17）、膵臓（Fig.18）の結果から、2型糖尿病モデル
マウスの肥満・糖尿病の重篤度が上がるにつれて、スフィンゴ糖脂質の発現とその量
が増加し、肥満・糖尿病の重篤度にスフィンゴ糖脂質が影響していることが考えられ
る。 
 
 2型糖尿病モデルマウス － 今後 
 
今後は、LC-MS/MS 解析を行い、発現量の比較が困難であった分子種を明確にし、
更に、加齢や過食などのストレスで、スフィンゴ糖脂質代謝がどのようになるか、病
態（インスリン抵抗性）との関連も含め、Ay遺伝子を持たない KKマウスの各週齢で
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の比較、Ay遺伝子を有する KKAyマウスの各週齢での比較を検討することで、糖尿病
病態とスフィンゴ糖脂質の変化の関係性を明らかになると考えられる。 
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第三章 環境因子および遺伝的要因に基づいた肥満・糖尿病の 
各インスリン感受性組織における血清のスフィンゴ糖 
脂質の解析結果の比較 
第一節 序論 
 
第三章では、第一章で述べた脂肪過剰摂取に基づいた肥満・糖尿病と、第二章で述
べた遺伝的要因に基づいた肥満・糖尿病によるスフィンゴ糖脂質の変化から得られた
結果を基に、各肥満・糖尿病発症原因因子によるインスリン感受性組織および血清中
のスフィンゴ糖脂質の発現変化について、比較することを目的に実験を行った。 
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第二節 高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスと 2 型糖尿病モデ
ルマウスのインスリン感受性組織および血清に発現し
たスフィンゴ糖脂質の結果と比較 
  
 肝臓 
 
 「第一章 第五節 高脂肪食餌誘発性モデルマウス – 肝臓」で確認されたスフィンゴ
糖脂質は GM3、GM2、GlcCer、Gb4であった（Fig.4）。一方で、「第二章 － 第五節 
2 型糖尿病モデルマウスの肝臓」で確認されたスフィンゴ糖脂質は GM2、GlcCer、
Gb4であった（Fig.14）。また、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスと 2型糖尿病モデ
ルマウスで、共通して発現が確認できた肝臓のスフィンゴ糖脂質は GM2、GlcCer、
Gb4 であった。各モデルマウス間で GM2 の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発
性肥満モデルマウス間では、コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群の GM2 の発
現量は増加傾向を示し、更にコントロール飼料群に比べて高脂肪食群の GM2 の移動
度が低いという特徴が確認できた（Fig.4-a,c）。しかし、2 型糖尿病モデルマウスの
KKマウスと KKAyマウス間では、GM2の発現量に大きな差は無く、移動度の差の変
化も確認されなかった（Fig.14-a）。 
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスの GlcCerを LC-MS/MSで解析した結果、コン
トロール飼料群に比べて高脂肪食群のGlcCerの発現は増加傾向を示した（Fig.12-a）。
一方で、KKマウスと KKAyマウス間では GlcCerの発現量に大きな差は確認されなか
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った（Fig.14-b）。また、各モデルマウス間で Gb4の発現量を比較した結果、大きな差
は確認されなかった（Fig.14-b）。 
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスでは、GM3の発現が確認できたが、2型糖尿病
モデルマウスでは、その発現は確認されなかった（Fig.4-a）（Fig.14-a）。 
 
 血清 
 
「第一章 第五節 高脂肪食餌誘発性モデルマウス – 血清」で確認されたスフィンゴ
糖脂質は GM2、GlcCer、Gb4であった（Fig.5）。一方で、「第二章 － 第五節 2型糖
尿病モデルマウスの血清」で確認されたスフィンゴ糖脂質は GM2、SM であった
（Fig.15）。 
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスと 2 型糖尿病モデルマウスで、共通して発現が
確認できた血清のスフィンゴ糖脂質は GM2であった。各モデルマウス間で GM2の発
現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスのコントロール飼料群に比
べて、高脂肪食群の GM2 の発現量は増加傾向を示し、更にコントロール飼料群に比
べて、高脂肪食群の GM2 の移動度が低いという特徴が確認できた（Fig.5-a,c）。2 型
糖尿病モデルマウスでは、KK マウスに比べて KKAy マウスの GM2 の発現量は減少
傾向にあり、移動度の差の変化も確認されなかった（Fig.15-a）。 
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスでは GlcCer、Gb4の発現が確認でき、GlcCer に
おいて LC-MS/MS で解析した結果、コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群の
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GlcCerの発現量は増加傾向を示した（Fig.12-b）。一方で、2型糖尿病モデルマウスで
は、GlcCer、Gb4の発現は確認されなかった（Fig.5-b）（Fig.15-b）。 
 
 肝臓と血清 
 
「第一章 第五節 高脂肪食餌誘発性モデルマウス – 肝臓と血清」では、コントロー
ル飼料群に比べて、高脂肪食群の酸性スフィンゴ糖脂質 GM2 の移動度が低いという
特徴が確認できた（Fig.4-a,c）。一方で、「第二章 第五節 2型糖尿病モデルマウス － 
肝臓と血清」において、2 型糖尿病モデルマウスの KK マウスと KKAy マウス間で、
GM2の発現量に大きな差は無く、移動度の差も確認されなかった（Fig.14-a）。 
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスでは、GM2の発現量とその移動度において、肝
臓と血清で相関が見られた（Fig.4-a,c）（Fig.5-a,c）が、2 型糖尿病モデルマウス間で
はその現象が確認されなかった。 
 
 筋肉 
 
「第一章 第五節 高脂肪食餌誘発性モデルマウス – 筋肉」で確認されたスフィンゴ
糖脂質は GM3、GlcCer、Gb3、Gb4であった（Fig.6）。一方で、「第二章 － 第五節 2
型糖尿病モデルマウスの筋肉」で確認されたスフィンゴ糖脂質は GM3、GM2、GM1、
SM4、GlcCer、Gb4 であった（Fig.16）。また、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウス
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と 2 型糖尿病モデルマウスで共通して発現が確認できた筋肉のスフィンゴ糖脂質は
GM3、GlcCer、Gb4であった。 
各モデルマウス間で GM3 の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデル
マウス間では、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群の方が、2 型糖尿病モデルマ
ウス間では、KK マウスに比べて KKAy マウスの方が GM3 の発現量に増加傾向を示
した（Fig.6-a）（Fig.16-a）。また、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウス筋肉で発現し
た GM3において、コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群の GM3の移動度が低い
という特徴が確認できた（Fig.6-a,c）。しかし、2型糖尿病モデルマウスの KKマウス
と KKAy マウス間では、GM3 の移動度の差の変化は確認されなかった（Fig.16-a）。
また、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウス筋肉の GlcCerを LC-MS/MSで解析した結
果、コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群の GlcCer の発現は低下傾向を示した
（Fig.12-c）。2 型糖尿病モデルマウス筋肉においては、KK マウスに比べて KKAy マ
ウスの GlcCerの発現量は増加傾向を示した（Fig.16-b）。 
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスでは、Gb3 の発現が確認できたが、2 型糖尿病
モデルマウスではその発現は確認されなかった（Fig.6-b）（Fig.16-b）。 
各モデルマウス間で Gb4の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマ
ウス間では、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群の Gb4 は増加傾向を示し
（Fig.6-b）、2型糖尿病モデルマウスの KK マウスと KKAyマウス間では Gb4の発現
量に大きな差は確認されなかった（Fig.16-b）。 
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2 型糖尿病モデルマウスの KKAy マウスにおいて、KK マウスではほとんど検出で
きなった GM2、GM1、SM4の発現が確認された（Fig.16-a）。 
 
 脂肪組織 
 
「第一章 第五節 高脂肪食餌誘発性モデルマウス – 脂肪組織」で確認されたスフィ
ンゴ糖脂質は GM3、GlcCer、Gb4であった（Fig.7）。一方で、「第二章 － 第五節 2
型糖尿病モデルマウスの脂肪組織」で確認されたスフィンゴ糖脂質は GM3、GM2、
GM1、GlcCer、Gb3 であった（Fig.17）。また、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウス
と 2 型糖尿病モデルマウスで共通して発現が確認できた脂肪組織のスフィンゴ糖脂質
は GM3、GlcCerであった。 
各モデルマウス間で GM3 の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデル
マウス間では、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群の GM3 の発現は減少傾向を
示し（Fig.7-a）、2型糖尿病モデルマウス間では、KKマウスに比べて KKAyマウスの
方で GM3 の発現に増加傾向を示した（Fig.17-a）。また、高脂肪食餌誘発性肥満モデ
ルマウス脂肪組織で発現した GM3 において、コントロール飼料群に比べて、高脂肪
食群の GM3 の移動度が低いという特徴が確認できた（Fig.7-a,c）。しかし、2 型糖尿
病モデルマウスの KK マウスと KKAy マウス間では、GM3 の移動度の差の変化は確
認されなかった（Fig.17-a）。 
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウス脂肪組織のGlcCerを LC-MS/MSで解析した結
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果、コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群の GlcCer の発現は増加傾向を示した
（Fig.12-d）。2 型糖尿病モデルマウス間においても、KK マウスに比べて KKAy マウ
スの GlcCerの発現は増加傾向を示した（Fig.17-b）。 
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスでは、2 型糖尿病モデルマウスではほとんど検
出できなった Gb4の発現が確認でき、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群で減少
傾向を示した（Fig.7-b）。 
2 型糖尿病モデルマウスにおいて、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスではほとん
ど検出できなった GM2、GM1、Gb3の発現が確認された。KKマウスに比べて KKAy
マウスの GM2の発現は減少傾向、GM1は増加傾向を示し（Fig.17-a）、Gb3において
はその発現量の比較は困難であった（Fig.17-b）。 
 
 膵臓 
 
「第一章第 五節 高脂肪食餌誘発性モデルマウス – 膵臓（膵体頭部）」で確認され
たスフィンゴ糖脂質は GM3、GM1、GlcCer、LacCer 、Gb3、Gb4、スフィンゴ脂質
の SMであった（Fig. 8）。また、「第一章 – 第五節高脂肪食餌誘発性モデルマウスの
膵臓（膵体尾部）」で確認されたスフィンゴ糖脂質は GM3、GM1、GlcCer、スフィン
ゴ脂質の SMであった（Fig. 9）。一方で、「第二章 第五節 2型糖尿病モデルマウス － 
膵臓」で確認されたスフィンゴ糖脂質は GM3、GM1、GlcCer、LacCer、Gb3、Gb4、
スフィンゴ脂質の SMであった（Fig. 18）。 
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また、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスと 2 型糖尿病モデルマウスで共通して発
現が確認できた膵臓のスフィンゴ糖脂質は GM3、GM1、GlcCer、LacCer、スフィン
ゴ脂質の SMであった。 
各モデルマウス間で GM3 の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデル
マウスの膵臓（膵体頭部）においては、コントロール飼料群に比べて、高脂肪食群の
GM3発現量が増加していた（Fig. 8-a）。一方で、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウス
の膵臓（膵体頭部）において、コントロール飼料群で GM3 の発現がわずかに確認で
きたが、高脂肪食群では確認されなかった（Fig. 9-a）。2 型糖尿病モデルマウス間で
は、KK マウスに比べて KKAy マウスの GM3 の発現量が増加していた（Fig. 18-a）。
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスの膵臓（膵体頭部）と 2 型糖尿病モデルマウスの
GM3の発現がわずかであったため、今回、正確な発現量の比較は困難であった。今後、
LC-MS/MSのよる解析を行い、正確な発現量の比較を行う必要があり、また肥満・糖
尿病との関連性についても追及する必要があると考えられた。一方、高脂肪食餌誘発
性肥満モデルマウスの膵臓（膵体頭部）では、コントロール飼料群に比べて、高脂肪
食群の GM1と GM3の移動度が低いという特徴が確認できた（Fig. 8-a,c）が、2型糖
尿病モデルマウスの膵臓（全体）では、その傾向は確認できなかった。 
各モデルマウス間で GM1 の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデル
マウスの膵臓（膵体頭部）および膵臓（膵体尾部）において、コントロール飼料群と
高脂肪食群の GM1の発現量に大きな差は確認されなかった（Fig. 8）（Fig. 9）。一方
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で、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスの膵臓（膵体頭部）では、コントロール飼料
群に比べて、高脂肪食群の GM1 の移動度がわずかに低いという特徴を持ったスフィ
ンゴ糖脂質の発現が確認できた（Fig. 8-a,c）。しかし、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマ
ウスの膵臓（膵体尾部）と 2 型糖尿病モデルマウスの膵臓で確認された移動度の差の
変化も確認されず、また 2 型糖尿病モデルマウスの膵臓の GM1 の発現量に大きな差
は確認されなかった（Fig. 9-a,c）（Fig. 18-a）。 
各モデルマウス間で GlcCerの発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデル
マウスの膵臓（膵体頭部）間においては、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群の
GlcCerの発現量は多い傾向にあった（Fig. 8-b）。高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウス
の膵臓（膵体尾部）間においては、コントロール飼料群と高脂肪食群の GlcCerの発現
量に大きな差は確認されなかった（Fig. 9-b）。2型糖尿病モデルマウス間では、KKマ
ウスに比べて KKAyマウスの GlcCerの発現量は増加傾向にあった（Fig. 18-b）。 
各モデルマウス間で LacCer の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデ
ルマウスの膵臓（膵体頭部）間において、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群の
LacCerの発現量は減少傾向にあった（Fig. 8-b）が、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマ
ウスの膵臓（膵体尾部）間においては、LacCerの発現は確認されなかった（Fig. 9-b）。
一方、2 型糖尿病モデルマウス間では、KK マウスに比べて KKAy マウスの LacCer
の発現は増加傾向にあった（Fig. 18-b）。 
各モデルマウス間で Gb3の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマ
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ウスの膵臓（膵体頭部）において、コントロール飼料群と高脂肪食群の Gb3の発現量
に大きな差は確認されなかった（Fig. 8-b）。また、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウ
スの膵臓（膵体尾部）においては、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群の Gb3の
発現量は確認されなかった（Fig. 18-b）。2型糖尿病モデルマウス間では、KKマウス
に比べて KKAyマウスの Gb3の発現は増加傾向にあった（Fig. 18-b）。一方で、高脂
肪食餌誘発性肥満モデルマウスの膵臓（膵体頭部）では、コントロール飼料群に比べ
て高脂肪食群の Gb3の移動度が低いという特徴が確認できた（Fig. 8-a,c）が、高脂肪
食餌誘発性肥満モデルマウスの膵臓（膵体尾部）と 2 型糖尿病モデルマウスの膵臓で
確認された Gb3 の発現量に大きな差は無く、移動度の差の変化も確認されなかった
（Fig. 9-a,c）（Fig. 18-a）。 
各モデルマウス間で Gb4の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマ
ウスの膵臓（膵体頭部）において、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群の Gb4の
発現量は減少傾向にあった（Fig. 8-b）が、高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスの膵臓
（膵体尾部）においては、コントロール飼料群に比べて高脂肪食群の Gb4の発現量は
確認されなかった（Fig. 9-b）。一方で、2 型糖尿病モデルマウスの膵臓で確認された
Gb4の発現は、KKマウスに比べて KKAyマウスで増加傾向を示した（Fig. 18-b）。 
各モデルマウス間でスフィンゴ脂質の SM の発現量を比較した結果、高脂肪食餌誘
発性肥満モデルマウスの膵臓（膵体頭部）と膵臓（膵体尾部）間において、コントロ
ール飼料群に比べて、高脂肪食群の SM の発現量は共に減少傾向にあった（Fig.8-b）
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（Fig.9-b）。一方で、2型糖尿病モデルマウス間では、KKマウスに比べて KKAyマウ
スの SMの発現量は増加傾向にあった（Fig. 18-b）。 
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第三節 考察 
 
 第三章では、第一章の高脂肪食過剰摂取によって肥満を誘発させた高脂肪食餌誘発
性モデルマウスと、第二章の遺伝的要因に基づいて肥満・糖尿病を誘発する 2 型糖尿
病モデルマウスのインスリン感受性組織および血清のスフィンゴ糖脂質の結果を基に
考察を行った。 
高脂肪食餌誘発性モデルマウスと、2 型糖尿病モデルマウスのインスリン感受性組
織および血清のスフィンゴ糖脂質の解析結果の比較において、両モデルマウス間で見
られた最も顕著な違いは、高脂肪食餌誘発性モデルマウスで確認できた、酸性スフィ
ンゴ糖脂質の移動度の差の変化であった。今回、スフィンゴ糖脂質の解析を行ったイ
ンスリン感受性組織および血清と、それぞれの臓器に発現した高脂肪食群の酸性スフ
ィンゴ糖脂質のバンドは、コントロール飼料群に比べて低い移動度を示した。一方、2
型糖尿病モデルマウスで見られた酸性スフィンゴ糖脂質では、高脂肪食餌誘発性モデ
ルマウスで見られたような酸性スフィンゴ糖脂質の移動度の差は確認できなかった。
このため、酸性スフィンゴ糖脂質の移動度の差の原因は、高脂肪食の過剰摂取に基づ
くものであることが考えられた。移動度の差の原因を突き止めるため、高脂肪食餌誘
発性肥満モデルマウスのインスリン感受性組織および血清に対し、スフィンゴ糖脂質
の TLC 解析に加えて LC-MS/MS を行い、スフィンゴ糖脂質の発現量の増減および分
子種変化についても検討した。その結果、高脂肪食の過剰摂取により、コントロール
飼料群に比べて、前糖尿病段階に至った高脂肪食群で、中性スフィンゴ糖脂質の
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GlcCer の短鎖、水酸化もしくは二重結合を有するアシル鎖を含んだ GlcCer 分子種の
増加が確認された（Fig. 11）。また、当研究室では、糖尿病ヒト血清において、酸性ス
フィンゴ糖脂質で検出されたスフィンゴ糖脂質のアシル鎖にも、今回見いだした高脂
肪食負荷マウス同様の変化が検出されることを見いだしている 24)。したがって、肥満
に伴うスフィンゴ糖脂質のアシル鎖の水酸基や二重結合の導入は、糖尿病の増悪因子
となる可能性がある。 
第一章のコントロール飼料群と高脂肪食群の肝臓と血清では、「GM2 の発現量が相
関する」という結果が得られたが、2 型糖尿病モデルマウスの肝臓および血清のスフ
ィンゴ糖脂質の解析結果は、この現象と一致しなかった。 
マウスに高脂肪食を与えて肥満にさせると、視床下部においてレプチン抵抗性が引
き起こされ、レプチンによる AGRP ニューロンの活動制御や α-MSH ニューロンの活
性化が阻害される 34)。レプチン抵抗性は、弓状核において早期に引き起こされ、子の
異常の一部は、視床下部において引き起こされる炎症反応が関与している 34)。高脂肪
食の摂取開始後、一週間以内に弓状核の炎症反応とレプチン抵抗性が起こるという報
告 49)があること、そして、このような炎症反応が、マウスのみならずヒトにおいても
起こる報告 50)があることから、今回使用した、高脂肪食を 10 週間負荷させた高脂肪
食群マウスは、2 型糖尿病モデルマウスと同じように、間脳視床下部弓状核の炎症反
応レプチン抵抗性、摂食行動の異常を起こしていることが考えられる。高脂肪食餌誘
発性肥満モデルマウスの酸性スフィンゴ糖脂質の解析で得られた「GM2の発現変化が
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肝臓と血清で相関する」という現象が、2 型糖尿病モデルマウスの肝臓および血清の
スフィンゴ糖脂質の解析結果で一致しなかった。これまで、高脂肪食を 35週間摂取さ
せた C57BL/6J マウスおよび 10 週齢の KK マウスと KKAy マウスの脂肪組織におい
て、GM2以降の酸性スフィンゴ糖脂質が、それぞれコントロール飼料群および KKマ
ウスに比べて高脂肪食群と KKAyマウスで増加するという報告がある 45)。また、コン
トロール飼料群に比べて、高脂肪食群で短鎖アシル鎖（16:0、18:0）が優位に増加す
る報告 45)がある一方で、コントロール C57BL/6J マウスに比べて、KKマウスと KKAy
マウスは短鎖アシル鎖（16:0、18:0）を持った GM3は増加するが、その差は KKマウ
スと KKAyマウス間では見られない 45)。つまり、KKマウス 8週齢の段階での糖尿病
状態で、すでに Cerアシル鎖が変化していることを示唆している。 
このことは。今回の KKマウスと KKAyマウスのインスリン感受性組織および血清
のスフィンゴ糖脂質の解析結果において、この両者の間に発現するスフィンゴ糖脂質
のバンドに差が確認できなかった結果を支持すると考えられる。今後は、高脂肪食餌
誘発性肥満モデルマウスと 2 型糖尿病モデルマウスの各インスリン感受性組織及び血
清のスフィンゴ糖脂質の解析を、同じシリカゲルプレートで同時に行うことで、発現
したスフィンゴ糖脂質のバンドの移動度の差が確認できる可能性がある。 
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総括 
 
本研究では、高脂肪食過剰摂取をモデルに前糖尿病時のスフィンゴ糖脂質変化を、
また遺伝的要因に伴った糖尿病モデルを用いて 2 型糖尿病の進行に伴うスフィンゴ糖
脂質の変化を調べることを目的に実験を行った。 
本研究では、高脂肪食を過剰摂取させた高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスのイン
スリン感受性組織および血清では、コントロール飼料群と比較して、酸性スフィンゴ
糖脂質の移動度に差が現れるという結果から、肥満・糖尿病の初期状態でスフィンゴ
糖脂質の「質的変化」が起こることを明らかにした。2 型糖尿病モデルマウスのイン
スリン感受性組織および血清スフィンゴ糖脂質の解析においては、組織によって異な
るものもあるが、2 型糖尿病の進行過程で、スフィンゴ糖脂質の「量的変化」が起こ
ることが分かり、肥満・糖尿病の重篤度に伴ってスフィンゴ糖脂質に変化が起こるこ
とを明らかにした。また、今回の肝臓と血清の TLC 解析および LC-MS/MS によるス
フィンゴ糖脂質の分子種解析から得られた、マウス肝臓と血清中のスフィンゴ糖脂質
の発現分子種およびその発現変動は相関するという結果は、血清中のスフィンゴ糖脂
質は、肝臓から分泌されているということを強く示唆している。これは、血清のスフ
ィンゴ糖脂質は肝臓の変化を反映していることを示しており、血清のスフィンゴ糖脂
質の測定が、肝臓のスフィンゴ糖脂質変化の把握に応用できる可能性を示している。
このことから、血清のフィンゴ糖脂質の分子種の測定は、糖尿病の早期診断に応用で
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きる可能性がある。 
今後は、スフィンゴ糖脂質と環境因子（生活習慣の不良）および遺伝的要因に基づ
いた肥満・糖尿病の関係性を調べるために、更に長期間、高脂肪食を過剰摂取させた
高脂肪食餌誘発性肥満モデルマウスや、若齢期から高齢期にかけての 2 型糖尿病モデ
ルマウスのスフィンゴ糖脂質の解析および分子種解析も並行して行い、インスリン抵
抗性に深く関与する分子種の特定を目指す。また、今回、同定された分子種が、肥満・
糖尿病にどのように関与しているか調べていくことで、糖尿病の早期診断にスフィン
ゴ糖脂質が応用できる可能性および糖尿病の新規治療法の開発につながる可能性があ
る。 
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Figure 
Ceramide
Glycosylceramide
Lactosylceramide
Fig.1 Biosynthetic pathway of Glycosphingolipids (GSLs).
GSLs are based on ceramide (Cer) and glycan moiety, and have structural diversity in
both ceramide (in its sphingosine and acyl chain structure) and glycan portion. Major
classification have traditionally been based on the glycan. Gangliosides are a group of
glycosphingolipids with one or more sialic acids in their glycan portion.
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Inflammatory response
（TNF-α etc.）
Fig.2 Proposed mechanism behind the shift of insulin receptor (IR) from caveolae
to GSLs enriched microdomains in adipocytes during a state of insulin resistance.
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Fig.4 Glycosphingolipid expression patterns in the lives of
HFD-fed mice (C57BL/6).
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents. (c) is the
enlarged view of the GM2 bands.
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Fig.5 Glycosphingolipid expression patterns in the serums of
HFD-fed mice (C57BL/6).
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents. (c) is the
enlarged view of the GM2 bands.
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Fig.6 Glycosphingolipid expression patterns in the skeletal
muscles of HFD-fed mice (C57BL/6).
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents. (c) is the
enlarged view of the GM3 bands position in (a).
● maybe Sulfatide
CD HFD
Std.
(a)
GM3
GM1
GM2
CD HFD
Std.
(b)
Gb3
Gb4
GlcCer
LacCer
(c)
CD HFD
Std.
GM3
●
 
82 
 
Fig.7 Glycosphingolipid expression patterns in the adipose
tissues of HFD-fed mice (C57BL/6).
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents. (c) is the
enlarged view of the GM3 bands.
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Fig.8 Glycosphingolipid expression patterns in the head of
pancreases of HFD-fed mice (C57BL/6).
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents. (c) is the
enlarged view of the GM1 bands.
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Fig.9 Glycosphingolipid expression patterns in the tail of
pancreases of HFD-fed mice (C57BL/6).
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents. (c) is the
enlarged view of the GM1 bands.
★ indicate sphingomyeline
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Fig.10 Structure of GlcCer. 
R = Alkyl chain 
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Fig.11 Effect of HFD on the structures of GlcCer molecular 
species in the adipose tissue, serum, liver, skeletal muscle.
Analysis of GlcCer by LC-MS/MS was performed as described 
in materials and methods.  
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Fig.13 Glycosphingolipid expression patterns in the HepG2
cell.
Glycosphingolipids were obtained from the HepG2 cell of
control and palmitate treated cell.
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents. (c) is the
enlarged view of the GM3 bands. (d) is the enlarged view of
Sialyl Palagloboside (SPG).
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Fig.14 Glycosphingolipid expression patterns in the livers of
KK and KKAy mice.
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents.
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Fig.15 Glycosphingolipid expression patterns in the serum of
KK and KKAy mice.
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents.
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Fig.16 Glycosphingolipid expression patterns in the skeletal
muscle of KK and KKAy mice.
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents.
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Fig.17 Glycosphingolipids expression patterns in adipose
tissue of KK and KKAy mice.
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents.
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Fig.18 Glycosphingolipid expression patterns in the
pancreases of KK and KKAy mice.
The acidic (a) and neutral (b) lipids were separated on HPTLC
plates and visualized with orcinol-sulfuric reagents.
★ indicate sphingomyeline
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